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Beschreibung 

[0001 ] Die Erf indung betnfft etn verfahren zur Anderung der Substratspezif itat von Enzymen. 
[0002] Hdufig steht der SynthesechemikBr in der Praxis vor dem Problem, daB er leicht und einfach durchf Qhrbare 
5 Synthesewege zur Herstellung einer chemischen Verbindung nicht beschreiten kann, da dieser weg zu Verbindungen 
fOhren wOrde, bel denen beispielswerse die Alsspaltung einer bendtigten Schutzgruppe nicht mehr mdglich ist, da sonst 
das synthelisierte MoleKOI zerstort wOrde. Um dieses Problem zu lOsen, mu3 er hduf ig einen umstandlicheren, zeilauf- 
wendigeren Syntheseweg einschtagen. 

[0003] Enzyme spalten chemlsdie Btndungen unter mllden Bedingungen. Sie konnen deshalb in einigen Fallen zur 
10 LOsung derartiger Syntheseprobleme verwendet werden, d.ii. etne Sdiutzgruppe kann beispieisweise unter milden 
Bedingungen ohne ZeiBtOrung arxierer Bindungen und damit des MolekOls enzymatisch abgespalten werden. Enzyme 
emi6gltchen so im l^or einen leichten und raschen Zugang zu den gewOnschten Subslanzen. Hduf Ig reicht die enzy- 
matische Akttvitat und/oder Stabilitat fDr eine technische Nutzung der Enzyme jedoch nicht aus, so daO die chemischen 
Synthesen. obwohl sie Qber eine grOSere Zahl von Synthesestufen durchgefOhrt werden mQssen, trotzdem kostengOn- 
75 stiger sind und deshalb technisch realisiert werden. 

[0004] Zur Verbesserung der enzymatischen Aktivitat und/oder Stabilitdt wurden deshalb eine Vielzahl von Arbeiten 
unternommen. Dabel wurden urrterschiedtiche Wege verfolgt. 

[0005] Ober die sogenannte "site directed mutagenesis" \kfSt sich die Stabilitdt und/oder enzymatische Aktivitdt der 
Enzyme sehr geziett verbessern. Nachteilig bei der "site directed mutagenesis" von Enzymen ist. daB bel dieser 

20 Methode viel Wissen uber die Struktur und Funktion der Enzynrte aus ROntgenstrukturanalysen. aus dem Modelling, 
aus Vergleichen mit anderen Enzymen gleicher Oder fihnlicher Spezrf itat vorhanden sern mu3. DarOber hinaus mu B die 
Sequenz der Strukturgene bekannt sein, um Qberhaupt eine zlelgerichtete Verbesserung der Enzyme zu ermeglichen. 
In der Regel liegen diese Informationen nicht, noch nicht oder nur zum Teil vor, so daB in diesen Fdllen diese Methode 
meist nicht zum gewQnschten Erfbig fuhrt, da nicht Mar ist in welchen Bereichen das Enzym verfindert werden muB. 

25 Uegen nur wenige Informationen uber die enzymatische Aktivitat vor. so sind Methoden. die zur Verbesserung des 
Enzyms eine Zufellsstrategie verfdgen, zu bevorzugen. wobel (fiese Methoden trotzdem so zielgerichtet wie mOglich 
sein sollten. 

[0006] So wird von Spee et ai. (Nucleic Ackis Research. Vbl. 21, No. 3, 1993: 777 - 778) eine PCR-Methode unter 
Verwendung von dITP zur zufdiiigen Mutagenese des nisZ-Qens von Lactocoocus lactis beschrieben. 
30 [0007] Die von Spee et ai. beschriebene Methode wurde von Rellos et al. (Protein Expr. Purif., 5, 1994 : 270 - 277) 
weiter vert)essert. Retlos et al. beschreben die Mutagenese des Alk>holdehydrogenase'2-Gen5 von Zymomonas 
mobilis mit Hilfe einer PCR-Methode ohne Verevendung von dITP. da die Umitierung eines Nucieotkls fQrdie Erhohung 
der Mutationsrate und damit fur den gewilnschten Erfolg vdllig ausreichend ist. 

[0008] Die Venfirendung einer "in vitro" Rekombinationstechnik fOr die molekulare Evolution wird von Stemmer (Proc. 
3S Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 91, 1994: 10747 - 10751) fcieschrieben. Ourch diese Retombinatk)nstechnik lieB sich die 
enzymatische Funktion des lacZ-Qens aus zwei mutierten und inaktivierten lacZ-Genen wieder herstellen. 
[0009] Von Moore et al. (Nature Bkitechnology Vd. 14. 1996: 458 - 467) wird die Kbmblnation der PGR- und Rekom- 
binationsmethode zur Steigerung der enzymatischen Aktivitat einer Esterase gegenOber einem para-Nitrobenzyl ester 
beschrieben. 

40 [001 0] Von Nachteil bei den genannten Methoden ist, daB zur Erzeugung der Mutationen die DNA "in vitro" mit Enzy- 
men wie der Taq-Polymerase und/oder Restriktionsenzymen und/oder OligonuMeotiden behandett werden muB und 
die verschiedenen potentiellen Mutanten einzein weiter behandelt und getestet werden mOssen. Diese Methoden sind 
nur zur Mutagenese relativ kleiner DNA-Bereiche geeignet. 

[001 1 ] Ein weiterer Weg zur Mutagenese von Enzymen wird von Greener et al. in Methods in Molecular Biotogy (Vol. 
46 57, 1996: 375 - 385) beschrieben. Greener et al. venivendet den speziellen Escherichia coli Stamm XLI-Red zur Erzeu- 
gung von Escherichia cdi Mutanten, die eine erhOhte Antibiotikaresistenz aufweisen. Diese erhOhte Antik»otikBresi- 
stenz ist auf eine erhOhte Kbpienzahl des Plasmids pBR322. das f Or eine p-Lactamase kodiert zurQckzufQhren. Auch 
zur Erzeugung auxotropher Mutanten und zur EriiOhung der Enzymaktivitat kann dieser Escherichia coli-Stamm ver- 
wendet werden. 

50 [0012] Nachteil aller genannten Mutagenese-Methoden Ist, daB nur vorhandene enzymatische Aktlvltaten optimiert 
werden kdnnen. Sind neue enzymatische Reaktionen d.h. sind neue Substratspezifitdten der Enzyme gefragt. t>ei- 
spieisweise zur SpaHung eines neuen Suk)strats» so muB nach dieser neuen enzymatischen Aktivitftt zunAchst in der 
belebten Natur in einem aufwendigen Saeening gesucht werden. AnschlieBend muB das Enzym dann in der Regel 
noch weiter optimiert werden. 

55 [001 3] Es wdre deshalb wOnschenswert eine Methode zu besitzen. die es ermOglicht neue enzymatische Aktivltaten 
zu generieren. das heiBt die die Sut^stratspezifitat von Enzymen verAndern kann. 

[0014] Es war deshalb Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine neue breitanwendbare Methode zu entwickein, die 
die oben genannten Nachteile nicht aufweist und die die Substratspezrf itat von Enzymen rasch und einfach dndem 
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kann. 

[001 5] Dieee Aufgabe wurde durch das erf indungsgemaBe Verfahren zur Anderung der Substratspezif itat von Enzy- 
men. dadurch gekennzeichnet, daO man folgende Arbettsschritte durchfOhrt: 

5 a) Einbringen erner DNA. die eine Kbpie des fQr das Enzym kodierenden Gens enthdtt, in den Escherichia cdi 
Stamm XL1 Red Oder in ein funktionelles Derivat. 

b) Inkubation des translbrmierten Escherichia coli Stammes XL1 Red Oder seines funktionellen Derivat zur Erzeu- 
gung von Mutationen im Enzymgen, 

10 

c) Weitergabe der mutierten DNA aus dem Stamm XL1 Red oder selnem funktionellen Derivat an einen Mikroor- 
ganismus, der keine behindemde Enzymaktivltdt aufweist, 

d) Inkubation dieses Mikroorganismus zur Detektion der Enzymaktivitdt auf Oder in mindestens einem SeOektlons- 
15 medium, das mindestens ein Enzymsubstrat. das die Erkennung einer gefinderten Substratspezif itdt des Enzyms 

ermOglicht und ggf. weitere Indikatorsubstanzen enthait. 

e) Auswahl der Mikroorganismen, die eine Anderung der SiAstratspezlfitat zeigen, geldst. 

20 [0016] Unter ArKJerung der Substrat^ezffitdt im erfirdungsgemdBen Verfahren let zu verstehm^ Enzyme 
nach Durchlaufen des Verliahrens in der Lage sind Substrate umzusetzen, die sle vorher nicht umsetzen koronten, da 
die Aff initat des Enzyms zum Substrat zu gering war (= hoher KM-WerQ und/oder die Enzyme eine zu geringe ftcatalyti- 
sche Aktivitdt (= kcat) aufwiesen. In diesen Fallen ist der Quotient Kcat^ Null oder nahezu Null, das heiBt es li&gt keine 
Katalyse vor. Durch die Anderung der Substratspezif itat wird der K^-Wert verrlngert oder der kcafWert erhOht oder bei- 

2S des. das heiBt der Quotient k^a/KM ^'i^ grOBer Null. Es kommt zu einer katatytischen Reaktion. Das Enzym setzt das 
neue Substrat nach Mutagenese urn. 

[0017] Prinzipiell kann die Substratspezifitat aller Enzyme verandert werden, bevorzugt wird Im erflndungsgomaBen 
Verfahren die Substratspezifitat von Hydrolasen verandert Hydrolasen bikien im Nomenklatursystem der lUB die 3. 
Enzym-Klasse (= 3..). h^rdasen sind im erf indungsgemaBen Verfahren bevorzugt, da fQr sie In der Regel eine einfa- 
30 Che Nachweisreaktion besteht und sle vielfach In technischen Synthesen Anwendung finden. Besonders bevorzugt 
wird die Substratspezifitat von Hydrolasen ausgewahtt aus der Qruppe bestehend aus Proteasen, Lipasen, Phio^holl- 
pasen, Esterasen. Phosphatasen, AmkJasen, Nitritasen, Etherhydrolasen. Peroxidasen und Glykosidasen verandert. 
ganz besonders bevorzugt werden Lipasen, Esterasen. Nitrilasen oder Phytasen. 

[0018] Nach Arrderung der Substratspezifitat im erf indungsgemaBen Verfahren kann die Enzymreaktion olhne oder 

35 mit einer Selektivitat bei chiralen Ausgangsverbindungen erfolgen. das heiBt die Real^on fuhrt zu racemisdhien oder 
optisch aktiven Produkten. Bevorzugt werden Anderungen. die zu setektiven Anderungen in der Substratspeziif itat wie 
regie-, chemo- oder stereoseiektiven oder zu regio% chemo- und/oder stereoselektiven Reaktionen fOhren. 
[001 9] Im erf indungsgemaBen Verfahren sind alle dem Fachmann bekannten Methoden zum Einbringen voro DNA In 
Mlkrooiganlsman geeignet (Verfahrenss^iritt a. Rgur 1). Die DNA kann dabel Qber Phagen. Qber l^ansfbrnaltoon oder 

40 Qber KbnjugatkMn in den Stamm Escherichia ooli XL1 Red oder eines funktionellen Derivats dieses Stammes elnge- 
bracht werden. Als vortelhaft geeignete Phagen seien alle temperenten Phagen wie Lambda oder Mu genannft. Verfah- 
ren wie cOese Phagen-DNA in die ent^rechenden Mikroorganismen gebracht werden. sind dem Fachmsiinn wohl 
bekannt (siehe Miaoblology, Third Edition. Eds. Davis, B.D.. Dubecco. R.. Eisen. H.N. and Qnsberg. H.S. . Harper 
International Edition, 1980). Bei der Konjugation kann die DNA dlrekt ubertragen werden. das heiBt sie ist auf d)(&m ton- 

45 jugationsvermittelnden Plasmid loksdisiert wie beispieiewelse auf dem F-Faktor, oder sie wind bei der KbrQu^^oon Qber 
einen kDmobilisiert>aren Vektor Qbertragen. Auch diese Methoden sind dem Fachmann bekannt Als bevorzugte 
M^hode sei cteis Einbringen der DNA Qber Transformation genannt (Winnacker, E.L.. From Qenes to Qones, VCH, 
1987: 126 - 127. Williams et al., Ann. Rev. Gen.. Vol. 14. 1980: 41 - 76). In der Literatur sind zahllose dem Fsichmann 
bekannte Methoden zur Transformation von Mikrooipanismen beschrieben. dabel werden verschiedenste Reeigenzien 

so wie PEG (Chung et al. Proc. Natl. Acad. Scl. USA. \/bl. 86. 1989: 2172 - 2175). CaCl2 (Mandel et al.. J. Mol. Biol. Vol. 
53. 1970: 159 - 162), DimethylsuHbxid. Hexaminoobalt und DIthtothreitol in Geg&iwart von Mono- oder divaleroltdn Itet- 
ionen (Hanahan D.. J. Mol. Biol.. 165, 1983: 557 - 580) oder Bektrcporation benutzt (siehe DNA Qoning 1, EcQ. Clever 
et al.. IRL Press, 1995, Hanahan et al.. Technics for Transformation of E. coli, page 1-36. ISBN 0199634769). 
[OfSO] FQr die Transfomiatton lessen sk;h alle OUichen Vektoren verwenden. ObUchenveise werden Vektoren » die sich 

55 in Escherichia coli replizieren lessen. venArendet. Soli als Selektionsmikroorganismus. der die Detektion der EmzyrrBk- 
tivitat ermoglicht, ein Mikroorganismus eines anderen Reiches beispielsweise Pilze wie Aspergillus. Ashbya odor B^u- 
veria Oder Hefen wie Saocharomyces, Candida oder Pichia. einer anderen Famille beispielsweise Actinonrnycetales 
Oder einer anderen Gattung Pseudomonas, Streptomyces, Rhodococcus oder Bacillus ven^vendet werden, so werden 
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vorteilhafterweise sogenannte "shuttle vectoren" verwendet, die sich in beiden Mikroorganismen repiizieren lassen, da 
eine Umklonierung der DNA so nicht eribrderlich 1st. 

[0021] Als Vektoren seien die folgenden Plasmide beispielhaft genannt pLQ338. pACYC184. pBR322, pUCIS. 
pUC19, pKC30. pRep4, pPlx236. pMBL24. pLG200. pUR290, p(N-llP ^^-B1 , >;gt1 1 Oder pBdCI. Weitere Vektoren sind 
5 dem Fachmann wohi belcannt und kOnnen beispielsweise aus dem Buch Cloning Vectors (Eds. Pouwels P. H. et al. 
Elsevier. Amsterdam-New York-Oxford, 1985 . ISBN 0 444 904018) entnommen werden. 

[0022] FQr das erfindungsgerndBe Verfahren zur Erzeugung der Mutationen (VerfahrensschrHt b, Rgur 1) besonders 
geeignet ist der £scherk:hia coli Stamm XL1 Red (s EpIcurian coll XL-1 Red), der von der Fimia Stratagene La Jolla. 
CA vertrieben wird. Er trfigt die folgenden Qenmarker: A[maA]183. A[mcrCB-h8dSMR-mrr]1 73. endAI . 8upE44. lhi-1 , 

10 gyrA96, relAI , mutS, mutT, mutDS. lac. MutS Ist eine Mutation im sog. "mismatch repair pathw^". mutT Ist eine Muta* 
tion im "oxo-dQTP repair pathway" und mutDS Ist eine Mutation in der 3 -5*Exonucleaseunterelnheit der DNA Polymer- 
ase III. Kbmpetente Zellen dieses Stammes kOnnen von Stratagene unter der Bestellnummer 200129 gekauft werden. 
Unter einem funktionellen Derivat dieses Stammes sind vorzugsweise Escherichia coli Stdmme zu verstehen. die fol- 
gende Qenmarker relA1 , mutS, mutT und mutDS enttialten. Diese Genmarker fOhren In den Organismen zu einer deut- 

15 lich erhOhten Mutationsrate. Sie sollten deshalb auf Agarptatten Oder in einem Anzuchtsmedium nicht zu lange 
inkubiert werden, da sie sonst ihre Vitalitat verlieren. 

[0023] Zur Detektton der verftnderten Substratspezifitat Mutationen im venwendeten Enzym) kann die DNA 
zundchst vorteilhaftemveise, Im Falle das Vektoren venvendet wurden. aus dem E. coli Stamm XL1 Red Oder seinem 
funktionellen Derivat isoliert und in einen Mikroorganlsmus. der keine entsprechende Enzymaktivitat aufweist. einge- 

20 bracht (Verfahrensschritt c, Figur 1) werden. Wird beispielsweise eine Esterase in diese Selektionsorganismen einge- 
bracht, so dOrfen diese Mikroorganismen keine Esteraseaktivltdt aufwelsen. die den fOr die Selekdon auf eine 
Anderung der Substratspezifltdt der E^erase verwendeten Ester spalten. Andere Esteraktivitdten in diesem OrQanis- 
mus stOren die Selektion nicht. Das Einbringen der DNA kann wie oben beschrieben uber Phagen bzw. Viren. Dber 
Konjugation oder uber Transformation erfolgen. Im Falle des Einbringens Qber Phagen bzw. Viren oder Qber Kbnjuga- 

25 tion ist ein spezielles Isolieren der DNA nicht erforderlich. Die DNA kann direkt Qber Konjugation oder uber den PInagen 
bzw. Virus in den fur die Selektton verwendeten Mikroorganismus eingebracht werden. Die Weltergabe der DNA erfolgt 
also In diesen FdDen ohne ein Isolieren der DNA, im Falle der Venwendung yort Vektoren Qber eine Transfornnation. 
Auch die DNA der Mikroorganismen, die eine verdnderte Substratspezifitat nach Selektton aufwelsen, kann ohne Iso- 
lierung Qber Konjugation oder Phagen bzw. Viren oder Qber Transformation in den Stamm E. coli XL1 Red oder einem 

30 funktionellen Derivat fQr eine weitere Selektionsrunde eingebracht werden Rgur 1. gestrichelte Linle). Auf diese 
Weise kann das eif indungsgemdBe Verfahren ein oder mehrmals in Folge durchlauf en werden. Die DNA wird dabei aus 
den E. coli Stammen XL1 Red Oder dessen funktionellen Derivaten an die Selektionsorganismen weitergegeben und 
gelangt schlieBlich fur eine neue Selektionsrunde wieder zuruck in die E. coli Stdmme. 

[0024] Ate Selektionsmikroorganismen im erfindungsgemaBen Verfahren sind prinzipiell alle prokaryontischen oder 

35 eukaryontischen Mikwrganismen geeignet, wobel sie keine enzymatische Aktivitat aufweisen dQrfen. die die Selektion 
behindem kOnnte. Darunter Ist zu verstehen, daB entweder keine enzymatische Aktivitat in den Mikroorganismen vor- 
llegt nach der gesucht wird. das helBt das oder die zur Selektion der verfinderten Substratspezif it&t venivendeten Sub- 
strate durch die Enzyme der Selektk>nsmikroorganismu8 nnht umgesetzt werden, oder das nur eine geringe 
entsprechende enzymatische Aktivitat In den Mikroorganismen vorliegt. die eine Selektion noch ermOgllcht. Als Mlkro- 

40 organismen konvnen fQr das erf indungsgemdBe Verfahren vorteilhaft grampositive Oder gramnegative Bakterien , Pilze 
Oder Hefen in Frage. Bevorzugt werden grampositive Bakterien wie Bacillus, Rhodoooccus, Streptomyces oder Nocar- 
dia Oder gramnegative Bakterien wie Salmonella. Pseudomonas oder Escherichia venvendet Qanz besonders bevor- 
zugt werden Escherichia coil Stamme vereifendet. Wobel die Gattung und Art oder die Zugehorigkeit zu einer Familie 
Oder einem Reich des fQr die Selektion verwendeten Mikroorganismus von untergeordneter Rolle ist soweit er eine 

4S Selektion der verdnderten Substratspezif itat ermOglwht 

[0025] For die Seleltfion der veranderten Substratspezifitdt werden cfie Mikroorganismen zur Detektion der Enzym- 
aktivitat auf oder in mindestens einem Selektionsmedium, das mindestens ein Enzymsubstrat. das die Erkennung einer 
gednderten Substratspezif itdt des Enzyms ennOglicht, inkubiert (Rgur 1. Verfahrensschritt d). Dieses Selektionsme- 
dium kann gegebenenfalls weitere Ihdikatorsubslanzen enthalten, die eine bessere Erkennung der gewOnschten Ande- 

50 rung ermoglichen. Solche zusdtzilchen Indikatorsubstanzen kOnnen beispielsweise pH-lndlkatoren sein. 

[0026] Figur 1 gibt die einzelnen Schritte des Verfahrens t>eispielhaft unter Verwendung eines Vektors (1) wieder. Ver- 
fahrensschritt a zeigt das Einbringen der DNA (2) Qber den Vektor in den Stamm Escherichia coli XL1 Red Oder in ein 
funktionelles Derivat (3) dieses Stammes. Die DNA des Enzyms wird in diesen Organismen mutiert [Sterne in Rgur 1 
deuten beispielhaft die Mutationen in der DNA (2) schematisch an]. Die mutierten Vektoren (4) werden anschlieBend 

55 wieder aus dem Stamm Escherichia coli XL1 Red oder seinen funktionellen Derivaten isoliert und anschlieBend direkt 
Oder nach einer Lagerung in die Selektionsorganismen (5) transibrmiert (Verfanrensschritt c). Diese Orgarnsmen wer- 
den schlleBliGh auf mindestens einem Selektionsmedium (6) ausplattiert und so die veranderte Enzymsidastratspezif itat 
Qber beispielsweise einen Wbchstumsassay uncUoder einen visuellen Assay kJentifiziert (Verfahrensschritt d). Positive 
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Klone. die eine verdnderte Substratspezifitat aufMfeisen, werden schlieBlich ausgesucht und das mutierte f Or das ver- 
dnderte Enzym kcxiierertde Gen kann isoliert werden (Verfahrensschritt e). Das V&lahren kann unter Verwendung des 
mutierten Gens mehrfach wiedertioft werden [Figur 1, gestricheite Linie (7)]. 

[G027] tm erfindungsgemaBen Verfahren werden die venA/endeten f^ii^oorganismen, cte heiBt der Escherichia cdi 

5 XL1 Red Stamm sowie seine funktionellen Derivate sowie die venvendeten Selektionsorganismen in einem Medium, 
das das Wachstum dieser Organismen ermOglicht angezCMitet. Dieses Medium kann ein synthelischee Oder ein natOr- 
liches Medium seln. Je nach Organlsmus werden dem Fachmann bekannte Medlen verwendet. FQr das Wachstum der 
Mikroorganismen enthatten die ven»endeten Medien eine Kohlenstoffquelle. eine Stickstoffquelle. anorganische Saize 
und gegebenenfalls geringe Mengen an Vitamine und Spurenetemente. 

10 [0028] Vorteiihafte Kbhienstoffquellen sind beispielsweise Zucker wie Mono-, Di- Oder Polysaccharide wie GHucose. 
Fructose. Mannose. Xylose, Galaktose. RSbose, Sorbose. Ribulose. Lactose. IVlattose. Saccharose, Raffinose, Stdrke 
Oder Cellulose, komplexe Zuckerquellen wie Melasse, Zuckerphosphate wie Fructose- 1 ,6-bisphosphat. Zuckeralkohole 
wie Mannit, Polyole wie Gycerin, Alkohoie wie Methanol Oder Ethanol, Carbonsduren wie Citronensdure, Milchsdure 
Oder Essigsdure, Fette wie Sojaol Oder Rapsoi. Aminosauren wie Glutamlnsaure Oder Asparaginsaure Oder Aminozuk- 

15 ker, die auch gleichzeltig als Stickstoffquelle venivendet werden kOnnen. 

[0029] Vorteiihafte Stickstoffquellen sind organische Oder anorganische StickstoffvertMndungen Oder Materialien, die 
diese Verbindungen enthalten. Beisplele sind Ammoniumsaize wie NH4CI oder (NH4)2S04. Nitrate. Harnstoff, oder 
komplexe Stickstoffquellen wie Maisquellwasser, Bierhefeautolysat, Sojabohnenmehl, Weizengluten. Hefeextrakt. 
R&schextrakt. Caseinhydrolysat. Hefe Oder Kartoffelprotein, die hdufig auch glelchzeitig als Stickstoffcpjelle dienen 

20 kdnnen. 

[0030] Beisplele fQr anorganische SaIze sind die Seize von Calcium, Magnesium. Natrium. Mangan, Kalium. Zink. 
Kupfer und Eisen. Als Anion dieser SaIze sind besonders das Chlor-, Sulfat- und Phosphation zu nennen. 
[0031] Gegebenenfalls werden dem Nfthrmedium weitere Wachstumsfaktoren zugesetzt. wie beispielsiAfeise Vit- 
amine Oder WachstumsfOrderer wie Riboflavin, Thiamin, Fblsfture. Niootlnsdure. Pantothenat oder Pyridoxin, Amino- 
25 sauren wie Alanin, Cysteln. Asparagin, Asparaginsaure, Glutanfiin. Serin. Melhionin oder Lysin. Carbonsduren wie 
Citronensdure. Ameisensdure. Pimelinsdure oder Milchsdure, oder Substanzen wie Dithiothreitol. 
[0032] Zur Stabilisierung der DNA, die in den Vektoren oder Phagen enthalten let, in den Zellen kOnnen gegebenen- 
lalls Antibiotika dem Medium zugesetzt werden. 

[0033] Das Mischungsverhditnis der genannten Ndhrstoffe hdngt von der Art der Inkubation Fermentation) ab und 
30 wird im Einzelfall festgelegt. Die Mediumkonrponenten kOnnen alle zu Beginn der Fermentation vorgelegt werden. 
nachdem sie falls erfbrderlich getrennt sterilisiert oder gemein^m sterilisiert wurden. oder aber je nach Bedarf wfth- 
rend der Inkubation nachgegeben werden. 

[0034] Plattenmedien sind gegenuber RQssigmedten bevorzugt. da sie eine leichtere Detektion der gewOnschten 
Anderung der Substrat^ezif Itat ermdglichen. Wichtig ist daB keine Mediumstomponenten venwendet werden. die die 

35 Detektion der veranderten Enzymaktivitat stOren kOnnten. 

[0035] Die ZQchtungsbedingungen werden &> festgelegt, daB die Organismen (= Escherichia coli Stamm XL1 Red 
und Selektionsorganismen) optimal wachsen und da3 die bestmOglichen Ausbeuten erreicht werden. Bevorzugte 
ZOchtungstemperaturen liegen bei 15 ®C bis 40 ^C. Besondere vorteilhaft sirtd Temperaturen zwischen 25 und 37 
^C. Vorzugsweise wird der pH-Wel in einem Bereich von 3 bis 9 festgehalten. Besonders vorteilhaft sind pH-Werte zwi- 

40 schen 5 und 8. Im allgemeinen ist eine lnkubatic»isdauer von 1 bis 240 Stunden. bevorzugt von 5 bis 170 Stunden. 
besonders bevorzugt von 10 bis 120 Stunden ausreichend, in einzelnen Fallen kOnnen zur Mutageneseoder Detektion 
auch langere Inkubationsdauem erfofderlich sein. 

[0036] Die veranderte Substratspezif itat kann nach Uentifizierung der emsprecheRden Klone nochmals vorteilhaft in 
einem In vitro* Assay nachkontrdliert werden. 

45 

Beisplele: 

[0037] FQr die Synthese des Macrolidantibiotikums Epothilon A (siehe Formel I) erwiesen sich die 3-Hydroxyester 
[siehe Formel II, (1) und (3)] in der retrosynthetischen Betrachtung als gOnstige Ausgangsverbindung. 

so 



ss 
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(II) 



[0038] FOr die opiisch aktive Herstellung der Verbindungen wurde ein enzymatischer Weg mit HIHe von Esterasen 
bzw. Lipasen eingeschlagen. Uberraschenderweise zeigte keine der verwendeten 18 Lipasen und zwei Esterasen elne 
enzymatische Aktvitat gegenOber den S-Hydroxyestern (siehe Tabetle I). Weder in der Hydrolyserichtung. die in einem 
Phosphatpuffer durchgefOhrt wurde. noch in der Syntheserichtung, die mit Vinylacetat in Toluol durchgefOhrt wurde, 
Konnte eine enzymatische Aktivitdt nachgewiesen warden. 



Tabelle I 



Getestete Lipasen und Esterasen - Hydrolyse des Ethylesters (IM ) 


Enzymaus 


Hersteller 


Pseudomonas cepacia (s PS) 


Amano, Nagoya, Japan 


Pseudomonas cepacia (- AH) 


AmarK), Nagoya, Japan 


Acylase (ACS) 


Amano, Nagoya, Japan 


Rhizopus delamar (D) 


Amano. Nagova. Japan 


Rhizopus javanicus (F-AP 15) 


Amano. Nagoya. Japan 


Candida rugosa (AY) 


Amano. Nagoya, Japan 


Mucor javanicus (M) 


Amano, Nagoya, Japan 


Penicillium loquelbrtli (R) 


Amano, Nagoya. Japan 


Penicillium cydopium (G50) 


Amano. Nagoya, Japan 


Chromobacterlum viscosum (aude) 


Toyo Jozo. Tokyo, Japan 


Chromobacterium viscosum (pure) 


Tpyo Jozo, Tokya Japan 


Rhizomuoor niehei 


Biocatalysts Ltd. POntybridd, UK 


Humicola lanuginosa 


Biocatalysts Ud. Pontybridd. UM 


Rhizonijcor niehei (Lipozyme, immbb.) 


Novo, Bagsvaerd, Dfinemark 


Candida antartica B (SP435, immob.) 


Novo. Bagsvaerd, Dftnemark 


Candida aniartica B (SP525. f rei) 


Nova Bagsvaerd, Dfinemark 
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Tabelle I (tortgeselzt) 



Qetestete Ljpasen und Esterasen - Hydrolyse des Ethylesters (II. i) 


Enzym aus 


Hersteller 


Candida antartica A (SP526, frei) 


Novo, Bagsvaerd, Dflnenfiark 


Candida antartica A,B (SP382. frei) 


Novo. Bagsvaerd. Ddnemark 


Schweineleberesterase 


Ruka, Buchs, Schweiz 


Esterase aus Thermoanaerobium broddl 


Ruka, Buchs, Schweiz 



[0039] Urn eine Umsetzung dieser Verbindungen (II) zu ermdglichen, wurde deshalb eine Mutagenesestrategie aus- 
gehend von einer Esterase aus Pseudomonas fluorescens, die in E. coll Moniert worden war, eingeschlagen. Die Klo- 
nierung und Sequenzierung dieser Esterase wurde zuerst von Choi et al. (Agric. Biol. Chem. Vol. 54. Na 8. 1990: 2039 
75 - 2045) beschrieben. Pelletier und Altenbuchner (Microbiology, Vol. 1 41 . 1995: 459 - 468) hstoen diese Esterase noch- 
mals sequenzlert und einige Fehler in der ursprQnglichen Sequenz von Choi et al. gefunden. 
[0040] FOr die Mutagenese der Esterase vtairde der Stamm Escherichia coll XL-1 Red (» Epicurlan coli XL-1 Red) 
veiwendet. 

20 1. Herstellung der Esterase bzw. der niutierten Esterasen 
[0041] 

Der Stamm Escherichia coli JM109 Oder DH5a, der das Rhamnose tnduzierbare Plasmid 2792.1 (siehe Figur 2) 
25 tragt. wurde be! 37 ""C In Lurla-Bertani (s LB)-Medium. das mit 100 ug/ml Ampiclllin suptementiert war. bis zur frO- 
hen exponentlellen Phase (OD^oo 0.5 - 0.6. ca. 3 Stunden) angezogen. Auf dem Plasmid 2792. 1 ist das Esterase- 
gen estF lokalisiert. Die Genexpresslon wuide zu diesem Zeitpunkt durch Zugabe von Rhamnose 
[Endkonzentration 0,2 % (w/v)] zur Kultur induziert. Anschliel3end wurden die Zellen fur weitere 3.5 Std. bel 37 ""C 
inkublert und uber Zentrifugation (5000 rpm. 5 min, 4 ^'C) geemtet und zweimal mit Kaliunphosphalpuffer (50 mM. 
30 pH 7,5. 4 ^'C) gewaschen. AnschlieQend wurden die Zellen im gleichen Puffer resuspendlert und mit Ultraschall 
aufgeschlossen. Die Zelltrummer wurden durch Zentrifugation (5000 rpm, 15 min, 4 ''C) entfernt. Die Proteinkon- 
zentration des Oberstandes wurde mit Hilfe des Bidnchonlonlc add-Protelnbestimmungskit der Rrma Pierce, 
Rockford, Illinois, USA (Bestellnummer 23223, US 4,839.295) ermittelt. Die spezifische Aktivitat der PFE wurde 
photometrisch oder In einem pH-Stat (siehe 2. Esteraseaktivitat) bestimmt. Die PFE wurde direkt in den Hydroly^ 
35 seexperimenten verwendet. WeHere Aufireinigung der PFE fur die Hydrotyseexperimente eriblgte nicht. da die 
Esterase schon in hoher Reinheit von den Stammen produziert wurde. Eine einfache Reinigung Qber eine Zinc- 
Affinitatschromatographie fuhrte zu einer homogenen EsteraselOsung. Dabei wurde de spezifische Akthntat nur 
geringfQgig angehoben. 

40 2. Bestimmung der Esteraseaktivitat 

[0042] 

Die Esteraseaktivitdt wurde in ernem pH*Slat-Assay mit 5 % (w/v) Ethylacelat in einer Emulskin. die neben destil- 
45 liertem Wasser 2 % (wA^) Gummi Arabicum enthait, bei 37 ""C und pH 7,5 bestimmi Zu 20 ml dieser Emulsion 
wurde eine bekannte Menge Esterase gegeben. Die freigesetzte Essigsaure wurde automattsch in einem pH-Stat- 
Automat der Firma Metrohm (Herisau, Schweiz) mit 0,1 N NaOH titriert, so da6 der pH konstant Uieb. Die Ester- 
aseaktivitat wurde in Unit angegeben. Unter ein Unit (= U) versteht man die Menge an Enzym. die 1 ^mol Essig- 
saure pro Minute unter Assaybedingungen produziert. Die ermlttelten Unit- Werte wurde mit dem Wert der Autolyse 
so von Ettiylacetat unter diesen Bedingungen korrigiert Dieser Wert betragt 0,25 ^mol pro Minute bei 37 ""C. 

3. Biotransformation 

[0043] 

55 

Die Hydrolyse der S-Hydroxyester wurde in Rundkolben unter RQhren (700 rpm) durchgefOhrt. Dazu wurden 0,5 
mmol des Esters 1 oder 3 zu einem Milliliter Toluol bei 37 °C gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 mi 
KulturQberstand gestartet und durch Extraktion mit Ether gestoppt. Die organische Phase wurde Qber MgS04 
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getrocknet. Die Substrate und das Produkr wurde mit Hitfe einer Kieseigets&ule (Petrolether : Ether, 2:1) getrennt. 

FOr die Anal/sen der Reaktionsprodukte wurden 100 ^1 des Reaktionsgemisches zentrifugiert und der Oberstand 
mittels DOnnschicht (Kieselgelplatten. sichtbar machen mit UV oder ansprOhen mit Cer-Reagenz) Oder GC (Hew- 
5 lett Packard. Model HP5890 Series II) unter Verwendung einer chiralen Sdule [=Heptakis, (6-0-thexyldimethyl- 
silyl)-2.3-di-0-methyi)-p-cyclodextrin, 25 x 0,25 mm, 15 m, Prof. W. Kflnig, Institut fOr Organische Chemie. Univer- 
siiat Hamburg, Deutschland) analyslert. Die QC-Analyse wurde bei 125 ""C (isothermal) mit Helium als Tr^gergas 
(80 kPa), einem Flammenionisalionsdetektor und einem sog. "split ratio" von 1 : 100 durchgefOhrt 

10 4. Anzucht der Mikroorganismen 

[0044] 

Die venwendeten Mikroorganismen (Mutagenesestamm: Escherichia ooii XL-l Red, Selektionsstamm: Escherichia 
IS cdi DH5a) wurden in LB-Medium (o Luria-Bertani-Medium), LB/Amp-Medium [LB supplemential mit Ampicillln (1 
% w/v)], LB/TB/Amp-Medium [LB supplementiert mit Tributyrin (1 % v/v) und Amplcillin (1 % wA/) und 1 % Agar] 
und MM/Amp/lnd/Rha [Mnlmalmedlum supplementiert mh Ampicillln (1 % wN} und als Indlkatorsubstanzen Kri- 
stallviolett (1 mg/l) und Neutralrol (30 mg/L) und zur Induklion Rhamnose (0.2 % wAO sowie 1 % Agar] angezogen. 
Die Zusammensetzung des LB-Mediums sowie des Minimalmediums (M9) sind Maniatis et a!., Molecular Cloning: 
20 A Laboratory Manual (Sec. Edition. Vol. I. II. Ill, Cold Spring Habor Laboratory Press. 1989. ISBN 0-87969-309-6) 
Oder Greener et ai. (Methods in Molecular Biology. Vol. 57. 1996: 375 - 385) zu entnehmen. 

5. Mutagenese 
25 [00451 

Die Mutagenese wurde wie In Rgur 1 dargestellt durchgefOhrt Das Plasmid PFE-WT wurde aus einer LB/Anp- 
Medium Obernachtkultur mit Hilfe eines Kits von der Firma Quiagen (Hilden. Deutschland) Isdiert und anschlie- 
Bend zur Mutagenese in kompetente Zellen des Stammes Epicurian coli XL-1 Red transfbrmlert und Qber NIacht In 

30 50 ml LB/Amp-Medium. das mit 20 mM Mga2 und 20 mM Glukose supplementiert war. bei 37 *C angezogen. 500 
fil dieser Kultur wurden in frisches LB/Amp-Medium (50 ml) geimpft und einem weiteren MutationszyWus unterzo- 
gen. Von der restlichen Kultur wurden 2 ml Zellen genommen. zentrifugiert (3000 rpm. 10 min, 4 *»C) und das Plas- 
mkJ aus diesen Zellen isoliert (slehe Maniatis et al.. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sec. Edition. Vol. I. 
II, III. Cold Spring Habor Laboratory Press. 1989. ISBN 0-87969-309-6). Es wurden bis zu sieben MutationszyMen 

55 nacheinander durchgefOhrt. Positive Mutanten, die in der ersten Runde identiffiziert wurden (z.a PFE-U3) wurden 
einer zweiten Mutageneserunde (bis zu sieben ZyWen) unterzogen. 

6. Transformation der Mikroorganismen 
40 [0046] 

Die Transformation der Mikroorganismen E. coli XL1 Red oder E. coli DH5a wurde nach der von Chung et al . (Proc. 
Natl. Acad. Scl. USA, Vol. 86, 1 989: 21 72 - 21 75) beschriebenen Methode durchgefOhrt. Nach Anzucht der Trans- 
fbrmanten Qber ca. 1 Stunde in LB/Amp-Medium bei 37 ""C wurden Allquots (50 - 100 ^l) der Kultur auf LB/Amp- 
45 Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37 **C Inkubiert. Diese Platten wurden als Masterplatten f Or das 
anschlieOende Stempein nach Lederberg in den Screening-E^qserimenten venvandt (Manual of Methods Qeneral 
Bacteriology, American Society For Microbtology. Washington, DC 20006, ISBN 0-914826-29-8). ZusStzlich ¥vur- 
den 50 jil Kultur auf LB/TB/Amp-Platten, die 0.2 % Rhamnose enthielten. zur kJentifizierung von Kolonien, cfie eine 
aktive Esterase produzieren. ausplattiert 

so 

7. Screening System 

[0047] 

S5 Zur Identif izierung der mutierten Gene wurden die Kbtonien von den Masterplatten in einem Replicaplating auf fbt- 
gende Selektionsplatten gestempelt (Manual of Methods for Genercd Bacteriology, American Society For Microbio- 
logy, Washington, DC 20006, ISBN 0-914826-29-8): a) MM/Amp/lnd/Rha mit 0,1 % (w/v) Substrat (Verbindung 1). 
b) MM/Amp/lnd/Rha mit 0, 1 % (w/v) Substrat (Verbindung 3). Die Platten wurden bei 37 **C inkubiert. Positive Wone 
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wurden anhand der roter Fdrtung um und in den Kbionien - Senkung des pH-Wert^ - auf den Piattentypen (a) und 
(b) und schnelleres Wachstum auf den (b)-Platten identifizieil. Auf LB/Anp/ind*Platten Ist bei alle Kolonien nach 2 
Tagen eine Rotfdrbung zu beobachten. Dies Ist vermutlich auf eine NebenreaKtion zurOckzufQhren. FOr die Tests 
sind deshalb nur die dben genannten Mininralmediunisplatten geeignet. Durch Vergleich mit den Masterplatten 

5 wurden nur sotehe Kolonien au^ewdhlt, die in betien Methoden ein positives Ergebnis Iteferten, das hei 3t sowohl 
eine intal<le Esterase produzierten, als audi Rotfdrbung aufwiesen. Unter ca. 750 Kdonien der ersten h/iutagene- 
serunde wurden zwei positive Klone (= PFE-U1 und PFE-U3) nach 2 bis 6 Tagen Irtkubation bei 37 identifiziert 
Im Falle von PFE-U1 biidete sich nur eine schwache Rotfdrtmng, wdhrend im FaWs von PFE-U3 sich eine Starke 
Rotfart>ung biidete und auf Verbindung 3 sich ein gutes Wachstum zeigte. Die Vektoren (= Plasmide) dieser Klone 

10 wurden isoliert und erneut in den Stanm E. coli DH5a transfbrmiert. Diese Organismen wurden zur Produktion der 
mutierten Esterasen nach Rhamnoseinduktion in 250 ml LB/Amp-Medlum vawendet. Die Esterase (siehe oben) 
wurde isoliert und zur prdparativen Umsetzung der Verbindung 1 venwendet. Als Kbntrolle wurde die nichit mutierte 
WIMtyp-Esterase venwendet. 

IS 8. Nucleotidsequenz-Analyse 
[0048] 

Die Nudeotidsequenz der Esterasegene wurde unter VenA/endung einer Fluoreszenz-Dideoxy-DNA-SecQuenzme- 
20 thode beslimmt. Die DNA-Sequenzierung wurde mit dem Taq Dye Deoxy^^Cycle Sequencing Kit (Applied Biosy- 
stems. Welterstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers unter Verwendung von Primern, die von der 
Nucleinsduresequenz abgeleitet wurden (Interactiva. Ulm, Germany), durchgefOhrt. Die Sequenzierung dee PFE- 
Ul-Gers ergab keine Mutation im Strukturgen. wdhrend die Sequenz von PFE-U3 zwei Punktmutationen aufwies. 
In Position 209 (A gegen D) und in Position 181 (L gegen V) fand dadurch ein Aminosdureaustausch statt. Model- 
25 ling-Analysen zeigten, daB die Aminosdureaustausche welt entfernt vom Aktiven Zentrum iiegen. 

9. Chemische Synthese der Verbindungen 1 und 3 

30 

a) 5-(Benzyloxy-)-3-hydroxy-4.4^innethyl-pentansaureethylester (a Verk»ndung 1) 

ZU eIner LOsung von 1 70 ml Lithiumdiisopropylamid (1 10 mmol, hergesteUt aus 1 1 , 1 g Diisopropylamin und 68,8 ml 
Butyllithium, 1 .6 N in Hexan) in THF/Hexan wurde bei - 60 eine EssigsdureethylesteriOsung (8,8 g. 10O mmol in 
10 ml THF) tropfertweise zugegeben. Nach 30 Minuten wurden 30 ml 3-BenzylQxy-2.2-dim6thylpropanai) (19.2 g, 

35 100 mntol) in THF rasch zugegeben, der Ansatz 5 Minuten gerOhrt, bevor eine wdssrige KaliumhydrogensuKatlO- 
sung zur fMeutralisierung zugegeben wurde. Der Reaktionsansatz wurde mit Diettiylether extrahiert. mehirmals mit 
Wasser gewaschea Qber Magnesiumsulfat getnocknet und das organische L^ungsmittel im Vakuum abQiezogen. 
Es wurden 26,1 g (93 %) der Verbindung als leicht gelbes Ol isoliert. Die Vert>indung wurde Qber eine Koeselgel- 
sdule (Ether : Petrolether, 1:3 bis 1:1) gereinlgt. ■'H-NMR{CDCl3): 6 = 0.90 (s.CHa). 0,93 (s.CHa), 1,25 (t.J = 7 Hz, 

40 CH3), 2.37 (dd, J o 16 Hz, J B 10 Hz, 1 H). 2.49 (dd, J B 16 Hz. J B 4 Hz, 1 H), 3.28 (d, J » 9 Hz. 1 H), 3.36 (d,J » 9 
Hz, 1 H), 3.55 (d, J B 4 Hz, OH), 4.02 (dt, J b 10 Hz. . J « 4 Hz, 1 H). 4.16 (q.J » 7 Hz. CHg). 4.49 (s.BnCH2). 7.30 
(m, 5 Aryl-H)ppm. 'i3C-NMR(GDCl3): 6 » 14.16. 19.78. 22.10. 37.23. 3815. 60.50, 73.42. 74.00, 78.44. 127.57, 
128.34. 138.05. 173.15 ppm. 1R (cap. film): v b 3500 (broad). 3064. 3028. 2976. 2936. 2904. 2872. 1732. 1476. 
1452, 1368, 1308. 1256. 1184. 1156. 1096 cm-*". MS(RT): m/e « 280 (0,5 M+). 234(1). 205(1). 190(3). 174(1). 

46 159(2). 156(1). 141(4). 117(9). 111(3). 109(6). 108(13), 107(16), 91(100). 79(10). 71(12). 

b) 5-(Benzyloxy-)-3-hydroxy-4.4<iimethyli3entansSure-2\3'<lihydroxypropylester (= Verbindung 3) 
Entsprechend der unter a tieschriebenen Synthese wurde unter Venn/endung von 35 mmol Lithiumdiisoprcspylamid, 
30 mmol 1>Acetyl-2.3-isopropylklenglycerin und 30 mmd 3-Benzytoxy-2,2-dime1hylpropanal die Verbiodung 5- 

so (B6nzyloxy-)-3-hydroxy-4,4<llnfiethyliE3emansaureK^ (& Verbiirtdung 2) 

synthetisiert. Au^ehend von 3.66 g (10 mnrK)l) dieser Verbindung In 30 ml Methoxyethanol wurde die Verbindung 
3 synthetisiol. Die LOsung der VerbMung 2 wurde mrt 5.0 g Borsfture auf 1 1d fOr 20 Minuten erhrtzL fS9ach Ent- 
fernung des LOsungsmittels wurde der ROckstand mit geringen Mengen an Wasser versetzt und mit Die^ylether 
extrahiert. 0& Extrakt wurde Cb&r Magnesiumsulfat getrocknet, das LOsung^mittel im Vakuum abgezogeo und die 

ss Verbindung 3 Ober eine Kieselgelchromatographie (Ether und Ether : Dioxan, 9:1) gereinigt 2,3 g (70 %) der Ver- 
bindung 3 wurden als fart>loses Ol in einem 1 : 1 Diastereomerengemisch isoliert. 

^H-NMR(CD30D): 8 = 0.90 (s.CHj), 0.92 (S.CH3), 2.40 (m, 1 H), 2.59 (m. 1H), 3.24 (d. J = 9 Hz, 1 H), 3.33 (d,J = 9 
Hz. 1 H). 3.56 (m, CHg). 3.84 (quint, J » 5 Hz. 1H), 3.99 - 4.22 (sev. m, 3H). 4.45 (d.J » 12 Hz. 1 H)). 4.51 (d,J b 12 
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Hz. 1H) 7.31 (m, 5 Aryl-H)ppm. ^^C-NMRCCDaOD): 5 = 21.00. 21.63. 38.52. 39.82. 64.00. 64.02. 66.64. 66.68, 
71.08. 71.10. 74.07. 74.35. 78.21, 128.56. 128.67. 129.35, 139.94. 174.41 ppm. IR (CHCI3): v = 3600 (broad). 
3436 (broad). 3088, 3064. 3000, 2964, 2876, 1732, 1600, 1452, 1412, 1384, 1364. 1308, 1284, 1256, 1228. 1 180, 
1156. 1088. 1052 cm ^ MS (140 'C): m/e = 326(0.5, M*). 308(1). 235(4), 202(5), 188(3). 174(3). 163(9). 145(19), 
108(19). 107(11). 91(100). 71(12). 

10. Enzymatische Hydrolase mit PFE-U3 
[0050] 

Die enzymatische Hydrolyse von der racemischen Veifoindung 1 mit der mutierten Esterase PFE-U3 fQhrte zur kor- 
respondierenden Sdure [a]D^°= - 1 1 .or (c = 0.965. CHCI3), Ol. 1 1 .6 % y und dem vertsllebenen Startmaterial (24.9 
%ee), [a]D^= + 0,97° (c = 3.071. CHCI3), Ol. 61 .4 % y. Die Hydrolyse erfolgte also mit elner stereoselektiven Dis- 
krMnierung von 1. Die Wildtyphydrolase ats Kbntrolle ebenso wie die Mutante PFE-UI ist nicht in der Lage die 
Verbindung 1 umzusetzen. Mutanten der zweiten Generation ausgehend von PFE-U3 zeigten Iceine Verfoesserung 
in der Stereoselektivrtdt in der Hydrolysereaktion. Mutanten der zweiten Generation sind PFE-3-31 1 bis PFE-3-713 
(siehe Tabelle II). Tabelle II gibt die spezlfische Aktivitfit der verschiedenen Esterasen in Units mit Essigsdureethy- 
tester als Sitetrat wieder (Tabelle il. U^mg Protein). Die optische AktivHat der verschiedenen Esterasen bezieht 
sich auf die Verbindung 1 (siehe Tabelle II). 

[0051] 



Tabelle II 



Substratspezlfitdt verschiedener Esterasen 


Esterase 


Aktivitdt (U/mg) gegen 
Ethylacetat 


Enantiomerenuber- 
schuB (%ee bezogen auf 
Verbindung 1) 


PFE-WT 


6,0 


0 


PFE-U1 


4.9 


0 


PFE-U3 


2.3 


24.9 


PFE-U3-311 


0.9 


3.3 


PFE-U3-411 


1,3 


7.0 


PFE-U3-412 


2.1 


3.7 


PFE-U3-413 


2.5 


3.5 


PFE-U3-51 1 


0.9 


3.3 


PFE-U3-512 


4.4 


3.1 


PFE-U3-513 


1.5 


3.3 


PFE-U3-514 


4.1 


4.3 


PFE-U3-515 


1.1 


3,7 


PFE-U3-71 1 


2.7 


3.4 


PFE-U3-712 


2.3 


3.2 


PFE-U3-713 


1.3 


3.2 



PatentansprQche 

1 . Verfahren zur Anderung der Substratspezifitat von Enzymen. dadurch gekennzeichnet. daB man folgende Arbeits- 
schrittedurchfQhrt: 

a) Einbringen einer DNA. die eine Kbpie des fOr das Enzym kodierenden Gens enthdlt. in den Escherichia odi 
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Stamm XL1 Red Oder in ein funktionelles Derivat. 

b) Inkubation des transfbrmierten Escherichia coli Stammes XL1 Red Oder seines funktionellen Derivat zur 
Erzeugung von Mutationen im Enzymgen, 

5 

c) Weitergabe der mutlerten DNA aus dem Stamm XL1 Red Oder seinem funktionellen Derivat an einen Mikro- 
organismus. der Heine behindemde EnzymaKtivitdt aufweist. 

d) Inkubation dieses Mikroorganismus zur Detektlon der Enzymaktivitat auf oder in mindestens einem Setek- 
10 tionsmedium, das nrvndestens ein Enzymsubstrat. das die Erkennung einer gednderten Substratspezifitdt des 

Enzyms emfiOgDcht, und ggf. weitere Indikatorsubstanzen enthait, 

e) Auswahl der Mikroorganlsmen, die eine Anderung der Substratspezif itat zeigen. 

75 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man die Arbeitsschritte (a) bis (e) mehrmals in einer 
Folge durchl£luft, indem man die DNA aus den unter Schritt (e) ausgewdhlten Mikroorganismen wieder in den 
Stamm Escherichia coli XLI-Red Oder seinem funktionellen Derivat zurQcM3ringt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 0der 2, dadurch gekennzeichnet daB als Mikroorganismen prokaryontische oder euka- 
so ryontische Mikroorganismen verwendet werden. 

4. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als Mikroorganismen grampositive oder 
gramnegative Bakterien, Plize oder Helen venvendet werden. 

25 5. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet. daB ats Enzym eine Hydrolase verwendet wird. 

6. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet dafB als Enzym eine Hydrolase ausgewdhtt aus 
der Qruppe bestehend aus Proteasen, Lipasen, Phospholipasen, Esterasen, Phosphatasen. Amkiasen, Nitritasen, 
Etherhydrolasen. Peroxidasen und Qlykosidasen venivendet wird. 

30 

7. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet. daB man eine Lipase, Esterase. Nitrllase oder 
Phytase venwendet. 

8. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Anderung der Substrcrtspezifltat zu 
35 einer selektiven enzymatischen Aktivitdt f Qhrt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. daB die Anderung der Sitetratspezrfftdt zu einer regio-. 
chemo- oder stereoselektiven oder regio-, chemo- und/oder stereoselektiven enzymatischen Akbvitat f Qhrt. 
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